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摘要 : 采用 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana F. 临床 自然 发 病 的 欧洲 幼虫 腐 自 病 (European Foulbrood, 
EFB) 幼虫 ， 对 其 病原 体 进 行 了 分 离 鉴 定 。 结 果 表 明 : 中 华 蜜蜂 EFB 的 病原 系 蜂 房 蜜蜂 球菌 
Melissococcus pluton 。 该 菌 为 革 兰 氏 阳 性 的 兼 性 厌 氧 菌 ， 形 态 学 及 染色 特性 、 致 病 性 试验 、 血 清 学 
试验 和 细菌 DNA G+ C mol% 试验 均 证 明 中 华 蜜蜂 和 西方 蜜蜂 的 EFB 病原 属于 同属 的 蜂 房 蜜蜂 球 
菌 。 生 理 生 化 特性 结果 与 国外 的 早期 研究 结果 相近 似 。 该 试验 为 不 同 地 理 位 置 、 不 同 种 寄主 间 蜂 
房 蜜蜂 球菌 的 遗传 差异 的 研究 ， 以 及 中 华 蜜蜂 EFB 病 的 防治 学 研究 打下 基础 。 
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欧洲 幼虫 腐 臭 病 (European Foulbrood, EFB) 是 一 种 细菌 引起 的 蜜蜂 幼虫 的 恶性 传染 病 。 
主要 侵害 1 一 2 日 龄 的 蜜蜂 幼虫 ,使 幼虫 在 3 一 4 日 龄 未 封 盖 时 大 量 死亡 。 是 蜜蜂 的 主要 病 
害 01。 目 前 ， 该 病 在 世界 各 地 均 有 发 生 ， 对 中 华 蜜蜂 (简称 中 蜂 ) 的 危害 ， 远 远 高 于 西方 密 
蜂 (简称 西 蜂 )。 但 是 一 般 认 为 EFB 始 发 于 西 蜂 ， 在 西 蜂 引 入 中 国之 前 ， 中 华 蜜蜂 的 饲养 技 
术 中 没有 EFB HRR. ABIT (1757—1825) 在 《 蜂 衔 小 记 》"| 关 于 蜂 病 的 防治 中 写 到 “ 凡 
蜂 所 居 每 十 余 日 必 为 扫除 不 则 生 虫 ”这 里 的 虫 是 指 梨 虫 ， 那 时 的 中 蜂 只 需 除 虫 ， 而 不 需 治 病 。 
本 址 纪 20 年 代 初 期 ， 西 蜂 引 入 中 国 ，EFB 也 随 之 传人 中 蜂 。 

国外 对 EFB 病原 的 研究 要 追溯 到 20 世纪 初 。1912 FAK G. F. White 指出 蜂 房 芽孢 
杆菌 是 EFB 的 病原 体 ， 但 未 培养 出 菌株 531; 1934 年 Burnside 指出 EFB 是 多 种 细菌 的 混合 感 
qu); 50—60 年 代 英 国 的 昆虫 病理 学 家 Bailey 经 过 对 西 蜂 EFB 的 病原 详细 研究 后 指出 : EFB 
的 病原 应 是 蜂 房 链 球菌 ， 其 它 几 种 细菌 是 次 生 菌 ， 只 有 辅助 致 病 作 用 ' 和 ;到 80 年 代 Bailey 在 
对 该 菌 进行 系统 鉴定 后 ， 将 其 重新 命名 为 蜂 房 蜜蜂 球菌 Melissococcus pluton 。 

我 国 60 年 代 已 对 全 国 的 EFB 进行 了 流行 病 学 的 调查 ，70 年 代 中 国 农业 科学 院 养 蜂 研究 
所 对 中 蜂 EFB 研究 后 认为 其 病原 为 蜂 疫 杆菌 。 在 此 基础 上 ， 本 研究 在 国内 首次 从 中 蜂 幼虫 体 
内 分 离 出 了 蜂 房 蜜蜂 球菌 ， 并 对 其 进行 了 研究 ， 证 实 了 中 蜂 、 西 蜂 EFB 病 为 同一 病原 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 


收 稿 日 期 : 1999-05-31; 修订 日 期 : 2000-01-12 
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供 试 幼 虫 : 广东 昆虫 研究 所 提供 的 自然 发 病 的 EFB 2 一 4 日 龄 死亡 幼虫 。 

标准 抗 血 清 ， 由 英国 国家 农业 实验 站 (Rothamst Experimental Stations UK) 提供 ， 代 号 : 
Str. Pluton 21S116 -1+ HI1DE。 
1.2 方法 
1.2.1 分 离 培养 及 形态 学 鉴定 : 将 死亡 幼虫 与 同体 积 的 无 菌 0.85% NaC 匀 奖 ， 其 液体 在 不 
同 的 含 氧 水 平 下 做 分 离 培 养 : 普通 大 气 条 件 (普通 孵化 箱 ) ， 普 通 大 气 条 件 + 10% CO, (CO, 
培养 箱 )， 厌 氧 +5% —1096 CO, ( 连 二 亚硫酸钠 法 )。 选 出 可 疑 的 菌落 进行 纯 培 养 ， 并 交换 培 
养 条 件 交 叉 培养 。 

用 相差 显 微 境 观察 菌 体形 态 、 革 兰 氏 染色 、Tvyler 法 染色 观察 莱 膜 、 和 孔雀 绿 一 一 沙 黄 染色 
观察 芽孢 形成 ， 半 固体 穿刺 法 测定 细菌 运动 性 。 
1.2.2 生理 生化 特性 测定 : 细菌 最 适 pH 测定 : 测定 范围 为 pH4 一 12.5， 每 隔 pH0.5 为 一 梯 
度 ， 每 个 梯度 做 3 个 重复 。 

糖 类 、 柠 檬 酸 盐 的 利用 : 每 种 糖 或 柠檬 酸 盐 做 3 个 重复 。 
1.2.3 ”分子 生 物 学 测定 : 热 变 性 温度 法 (Tm 法 ) 测定 细菌 DNA 中 G+C mol%。 
1.2.4 KREWE: 选择 健康 蜂 群 ， 将 蜂王 山 闭 在 一 个 新 的 空 集 脾 上 上， 使 其 在 上 产 卵 。 挑 选 
1—2 日 龄 健康 小 幼虫 于 消毒 的 蜡 盘 小 孔 中 ， 人 恒温 恒 湿 箱 培 养 ， 温 度 34 —35C, ， 相 对 湿度 
80%, AREE, WZ 24h 后 将 健康 幼虫 分 组 : 试验 组 [40 只 ， 只 饲 喂 病 虫 提取 液 ， 试验 
组 了 20 R, ARARA; 空白 对 照 组 20 只 ， 饲 喂 王 浆 。 观 察 结 果 后 再 以 发 病 虫 体 进 
行 分 离 培养 。 该 试验 重复 1 次。 
1.2.5 血清 学 试验 : 采用 试管 凝集 法 : 细菌 调整 到 10” cell/mL， 血 清 做 连续 稀释 ， 加 入 定量 
的 菌 液 ， 使 稀释 倍数 为 1:40—1:2 560， 同 时 作 空 白 对 照 。 结 果 观 察 ， 以 出 现 ( ++ ) 凝集 的 
最 高 稀释 度 为 其 凝集 价 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 分 离 培养 与 形态 学 鉴定 
使 用 3 种 不 同 的 培养 条 件 ,以 及 交换 条 件 培养 , 均 长 出 形态 相同 的 菌落 。 相 差 显 微 镜 10 x 


100 油 镜 观察 发 现 : 生长 在 厌 氧 加 5% 一 表 1 最 适 pH 测定 
1096 CO, 条 件 下 的 细菌 表现 最 活跃 。 该 菌 Iable 1 pH range suitable for the growth of the pathogen 
为 兼 性 厌 氧 菌 。 pH 值 细菌 生长 情况 pH 值 细菌 生长 情况 


pH range Status of growth pH range Status of growth 


细菌 菌落 直径 1 mm EH, SEG 15 E 
或 半 透 明 水 滴 样 ， 边 缘 整 齐 、 表 面 光 滑 、 4.5 9.0 
中 心 凸 突 的 小 菌落 (图 1)， 相 差 显微镜 观 20 e 
RET: 菌 体 呈 长 圆 形 ， 披 针 样 ; 排列 成 .0 ios 
链 状 或 单个 、 成 对 散在 (图 2). 2638 RR. 6.5 11.0 
不 形成 芽孢 、 革 兰 氏 染色 阳性 ， 无 运动 性 。 i v 
培养 时 间 24 一 48 h， 最 适 培养 温度 34 ~ ibn 
35T 0 


I i b i | + + 十 十 


Fifer 


12.5 
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1 蜂 房 蜜蜂 球菌 菌落 图 2 蜂 房 蜜蜂 球菌 菌 体 (相差 显微镜 x 1 000) 
Fig. 1 Colonies of M. pluton Fig. 2 Cells of M. pluton (Phase microscopy X 1 000) 


X2 糖 及 柠檬 酸 盐 的 利用 数据 比较 


Table 2 Comparison of sugar and citrate utilization data 


M. F. Allen 的 数据 口 
Data from M. F. Allen' s paper 


CC 
人 美国。 XH ug BH BE pg 印度 F 
UK CDO UK Brazil Brazil Brazil China India F 
2443 1990 1990/1 199072 (A. cerana) 
葡萄 糖 glucose +H ren 44 +H +H P Td: PES 
果糖 fructose HH 十 二 十 十 + 十 十 + 十 — H+ H ds 
甘露 糖 mannose E 十 + 十 十 二 十 十 + 十 Fik FE Tir H+ 
阿拉 伯 糖 arabinose 十 一 = + + + T » 
蔗糖 sucrose +H — = + ý m z 
麦芽 糖 maltose + + t 十 十 +H + + T. 
乳糖 lactose = + 4 + E 
海藻 糖 trehalose 十 一 - 十 £ n z E 
H AM " B " - _ - - = 
tri-potassium citrate 
柠檬 酸 钠 


tri-sodium citrate 


2.2 生理 生化 特性 鉴定 

由 表 1 可 知 ， 适 合 该 菌 生长 的 pH 为 $5.$ 一 9.$， 其 中 pH6.5—7.5 为 该 菌 最 适 pH. 

由 表 2 可 知 ， 该 菌 能 够 利用 和 葡萄糖、 果糖 、 阿 拉 伯 糖 、 矢 糖 、 | 不 能 利 
用 甘露 糖 、 乳 糖 、 柠 榜 酸 钊 和 柠檬 酸 钠 。 
2.3 分 子 生 物 学 鉴定 

该 菌 DNA 中 G+C mol% 为 39%。 
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2.4 致 病 性 试验 3X3 血清 学 试验 ” 

共 观 察 5 天 。 试 验 组 幼虫 在 接种 后 第 3 Table 3 Serological assay of the isolate 
天 开始 发 病死 亡 。 与 对 照 组 相 比 ， 发 病 幼虫 PERM GEO REUX S XT 
生长 缓慢 ， 身 体 失 去 光泽 ， 发 黄 、 浮 肿 ， 体 


1:40 HH 1:640 + 
节 逐 渐 消 失 而 死 亡 。 其 中 试验 组 工 发 病 率 为 1:80 HH 1:1 280 m 
10096, 3E 9 JE T: 0 7g 92.596 ; 试验 组 了 [发 P199 TN Pio a89 : 
病 率 为 100% ， 平 均 死 亡 率 为 37.5% 。 空 日 1:320 ee pura S 
对 照 组 幼虫 除 1 只 死亡 外 ， 其 它 未 见 异 常 。 本 
以 发 病 虫 体 再 分 离 仍 得 到 相同 的 细菌 。 
2.5 血清 学 试验 


从 自然 发 病 的 中 蜂 EFB 死亡 幼虫 体 分 离 到 的 病原 菌 ， 其 菌 体形 态 、 革 兰 氏 染色 结果 、 无 
莱 膜 、 不 形成 芽孢 和 无 运动 性 等 特征 以 及 生理 生化 特性 与 英国 昆虫 病理 学 家 Bailey $ FA 
蜜蜂 球菌 的 分 类 标准 相 一 致 。 结 合 临床 症状 、 治 疗效 果 可 以 初步 认为 该 菌 为 蜂 房 蜜蜂 球菌 。 
分 子 生物 学 、 致 病 性 和 血清 学 试验 结果 ( 表 3) 都 支持 了 以 上 结果 ,确认 本 研究 分 离 的 细菌 
f EFB 的 病原 菌 蜂 房 蜜蜂 球菌 。 


3 ”讨论 与 小 结 


(1) 参照 Bailey 的 学 生 M. F. Allen 1993 年 对 4 个 国家 的 7 个 EFB 病 样 所 做 的 生理 生化 
试验 ， 我 们 进行 了 该 菌 对 糖 和 柠檬 酸 盐 利 用 情况 的 研究 。Allen 所 做 的 7 个 样品 中 葡萄 糖 、 
果糖 、 阿 拉 伯 糖 和 柠檬 酸 盐 利 用 的 结果 完全 相同 。 我 们 的 试验 结果 ， 和 葡萄 糖 、 果 糖 、 柠 檬 酸 
盐 利 用 情况 与 Allen 的 结果 相 吻 合 ， 阿 拉 伯 糖 有 差别 。 其 它 几 种 糖 类 的 利用 情况 ， 我 们 的 试 
验 结果 与 巴西 三 个 样品 更 接近 ， 而 与 中 国 的 西方 蜜蜂 样品 、 印 度 的 东方 蜜蜂 (A. cerana 
F.) 样品 差异 稍 大 。 说 明 病 原 体 间 的 亲缘 关系 除 与 地 理 位 置 有 关外 ， 可 能 还 与 蜂 种 间 人 为 的 
进出 口 及 细菌 本 身 的 遗传 变异 有 关 。 

(2) 70 年 代 中 国 农业 科学 院 养 蜂 研 究 所 对 中 蜂 EFB 研究 后 曾 认 为 ， 其 病原 为 蜂 疫 杆菌 ， 
我 们 的 工作 证 实 ， 中 蜂 EFB 的 病原 与 西 蜂 相 同 也 是 蜂 房 蜜蜂 球菌 ， 而 蜂 疫 杆菌 是 次 生 菌 的 一 
种 。 用 病 虫 提 取 液 感染 幼虫 ， 发 病死 亡 率 达 92.5% ， 而 用 纯 培养 细菌 感染 幼虫 ， 发 病死 亡 率 
为 37.5% ， 支 持 了 Bailey 的 观点 : 蜂 房 蜜蜂 球菌 是 EFB 的 病原 体 ， 而 其 它 几 种 细菌 有 辅助 臻 
HEA“, EFB 引起 幼虫 大 量 死亡 ， 是 在 蜂 房 蜜蜂 球菌 感染 幼虫 后 ， 再 有 次 生 功 的 存在 而 引 
起 的 。 

(3) 本 试验 所 用 抗 血清 是 由 英国 国家 农业 实验 站 ，Bailey 所 在 实验 室 提供 的 西 蜂 EFB 病 
原 蜂 房 蜜蜂 球菌 的 抗 血清 。 凝 集 试验 结果 表明 ， 凝 集 价 为 1:1 280 (++ )， 说 明 两 个 菌 之 间 亲 
缘 关 系 很 近 。 

细菌 DNA 中 G+Cmol% 测 定 可 作为 确定 细菌 属 的 标志 " ， 如 果 G+ C mol% 差别 达到 
20% 一 30%， 说明 二 者 不 会 是 一 个 属 的 种 ， 而 同属 细菌 其 变动 范围 不 超过 10% 一 1S$% 。 按 照 
蜂 房 蜜蜂 球菌 的 分 类 标准 其 DNA G+C mol96 fE 30% 左 右 ， 本 研究 分 离 的 细菌 在 39% ， 说 明 
二 者 可 以 是 一 个 属 的 细菌 。 再 结合 血清 学 试验 结果 ， 可 以 确认 中 华 蜜 蜂 EFB 的 病原 与 西方 蜜 
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蜂 相同 ， 均 为 蜂 房 蜜蜂 球菌 。 二 者 遗传 上 的 差异 ， 以 及 这 些 差异 对 EFB 流行 病 学 的 影响 ， 有 
待 于 今后 的 研究 。 


致谢 ”本 研究 得 到 本 所 杨 冠 煌 研究 员 、 本 院 畜 牧 兽药 研究 中 心 宋 中 枢 副 研究 员 ， 中 国 普 药 监 
察 所 夏 业 才 、 薪 玉 文 副 研 员 的 多 方 帮助 ， 表 示 感 谢 ! 
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Study on the pathogen of European Foulbrood in the 
Chinese honey bee ( Apis cerana cerana F.) 


ZHOU Ting, FENG Feng, DONG Bing-yi 
( Institute of Apicultural Research, CAAS, Beijing 100093) 


Abstract: The pathogen of the Apis cerana cerana F. larvae naturally infected with European Foulbrood 
(EFB) was isolated and identified. The results indicate that the pathogen is Melissococcus pluton , a Gram- 
positive anaerobe or microaerophile. Its cellular morphology, stained characteristics, infecfivity, serology 
and G+ C content in DNA are similar to that in A. mellifera L., suggesting the EFB pathogen of A. 
cerana cerana F. to be Melissococcus pluton as in A. mellifera. The physiological and biochemical 


characteristics of EFB pathogen in Apis cerana cerana F. are approximately in accordance with an earlier 
study on A. mellifera L. by M. F. Allen. 


Key words: Apis cerana cerana ; EFB; Melissococcus pluton 


